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Untersuchungen itiber das weibliche Sexualhormon. 
Von 
Heinrich Wieland, Walter Straub und Theodor Dorfmiiller. 
Mit 2 Figuren im Text. 
Vorliufige Mitteilung aus dem Chem. Laboratorium der Bayr. Akad. der Wissenschaften und 
aus dem Pharmakolog. Institut der Universitat Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am %. Noybr. 1029,) 


Wir sind seit 2 Jahren damit beschiftigt, der chemischen 
Natur des weiblichen Sexualhormons niherzukommen, mit dem 
ersten Ziel seiner Isolierung. An diesen Versuchen hat sich zuerst 
Dr. F. von Falkenhausen beteiligt, der einen groBen Teil der 
priparativen Vorarbeit geleistet hat. Ks ist uns nach 2 Methoden 
celungen, die aktive Substanz sehr stark zu konzentrieren, in einem 
Fall auch zu einem krystallisierten Priiparat zu gelangen, dessen 
Kinheitlichkeit jedoch noch nicht verbiirgt ist. Wir moéchten iiber 
die bisherigen Ergebnisse kurz hier berichten. 

Als Ausgangsmaterial diente der Harn von Schwangeren!), 
in dem nach der wichtigen Feststellung von Zondek*) bedeutende 
Mengen des Hormons ausgeschieden werden. Der Harn wurde 
in Mengen von mehreren 100 Litern bei 40—50° im Vakuum 
auf 1/,,—1/,, eingedampft’) und dann mitsamt der entstandenen 
Fiallung in CO,-Atmosphire, die wir der Vorsicht halber anwandten, 
mit Benzol erschépfend extrahiert. Der Benzolextrakt wurde, 
ebenfalls unter LuftausschluB, im Vakuum zur Trockne verdampft 
und der Riickstand in reinem Ather aufgenommen. Durch Aus- 
schiitteln mit Bicarbonatliésung entzog man dem Ather reichliche 
Mengen von Benzoesiivre, mit n/5-Natronlauge andre Bestandteile 

') Wir erhielten ihn in der Hauptsache aus der hiesigen Universitiits- 
Frauenklinik. Deren Direktor, Herr Geh. Rat Doderlein danken wir bestens 
fiir seine wertvolle Unterstiitzung. 

?) Klin. Wochenschr., Bd. 4, S. 1388, 2445 (1925); Bd. 5, S. 1219 (1926); 
Bd. 6, S. 1322 (1927); Bd. 7, S. 485 (1928). 

*) Diese Arbeit hat die Krause Medico G. m, b. H. ausfiihren lassen, 
wofiir wir auch hier unsern Dank abstatten méchten. 


H»ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXVI. 
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von schwiicher saurer Natur, die sich im Tierversuch als inaktiy 
erwiesen. Die Lauge kam so lange zur Anwendung, bis beim 
Ansiiuern der wiBrigen Phase keine Triibung mehr entstand. 
Hierauf dampfte man den Ather der vorher getrockneten 
Loisung ab und digerierte den roétlich gefirbten 6ligen Riickstand 
mit trockenem Aceton. Dabei bleibt ein farbloser amorpher Stofi, 
der unwirksam ist, ungeldst. Die abfiltrierte Acetonlésung wird 
eingeengt und in Ather-Kohlendioxyd bei — 65° ausgefroren, ') 
Dabei scheiden sich Fett und andere Verunreinigungen ab. Man 
saugt auf ciner geeigneten Vorrichtung, die auch das Auswaschen 
der Fillung erlaubt, bei tiefer Temperatur ab und entfernt wieder 


das Aceton im Vakuum. Der Riickstand wird im Exsiccator scharf 


getrocknet. Nachdem man dann erneut in trockenem Ather gelist 
hat — dabei bleibt wieder eine kleine Menge unlislicher Substanz 
zuriick —, wiederholt man den AusfrierungsprozeB in der an- 
gegebenen \ eise. 

Der Riickstand der Atherlésung bildet ein hellrotes Ol, leicht 
léslich in Aceton und in wenig Ather. Verdiinnt man die Ather- 
lésung, so lift sich daraus ein hellbraunes Pulver abscheiden. 
Kngt man die zentrifugierte Atherlésung wieder auf ein kleines 
Volumen ein, zu einer 10—20°/, igen Lésung, und fiigt nun etwa 
das gleiche Volumen niedrig siedenden Petroliither zu, so libt 
sich weiterhin eine hellbraune, bald pulverig werdende Verun- 
reinigung abtrennen, die nur zum Teil noch in Ather ldslich ist. 
Ks wurde nun wiederum im Vakuum zur T'rockne gebracht, der 
Riickstand in der 10fachen Menge absoluten Athers gelést und 
diese Lésung in einen groBen Uberschu8 von Petroliither (30 faches 
Vol.) eingegossen. Dabei wird noch mehr gelbbraune harzige Sub- 
stanz ausgeschieden, die nicht mehr vollstindig in Ather loslich 
ist. Diese Erscheinung, die auf der gegenseitigen Léslichkeits- 
beeinflussung nebeneinander gelister Stoffe beruht, wiederholt 
sich, wenn man jetzt die Lésung der vorhergehenden Reinigungs- 
stufe wieder im Vakuum vom Liésungsmittel befreit und die rote 
harzige Masse, die hinterbleibt, bei Raumtemperatur mehrfacl: 
mit Petroliither auszieht, so lange, bis keine gefarbte Substans 
mehr in Lésung geht. Auch hier wird ein Teil des Ungelisten 
von Ather nicht mehr aufgenommen. 

Die vereinigten Petrolatherausziige schieden, im Dunkeln und 


') Dieses Verfahren haben zuerst Hartmann und Isler [Biochem. Z-. 
Bd. 175, S. 46 (1926)] angewandt. 
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unter LuftausschluB aufbewalhrt, eine 6lige Substanz ab, von der 
abgegossen wurde. Aus der nun vollig klaren, gelb gefiirbten 
Lisung waren im Verlauf von etwa 6 Wochen an zahlreichen 
Stellen der GefiBwand kleine, nur schwach gelb gefiirbte Krystall- 
warzen erschienen, sO wie man sie aus iibersiittigten Petroliither- 
losungen — allerdings innerhalb kiirzerer Zeit — hiiutig heraus- 
kommen sieht. 

Nachdem man die iiberstehende Lésung abgegossen, zwei- 
mal mit Petrolither nachgespiilt und dann den Kolben samt In- 
halt im Vakuum getrocknet hatte, lieBen sich die Krystalle, die 
durchaus nicht klebrig waren, miihelos entfernen. Es waren 7 mg. 
Die so isolierte Substanz list sich in Aceton. LiiBt man diese 
Lisung verdunsten, so bleibt ihr Inhalt in gut ausgebildeten, 
eisblumenartigen Krystallen zuriick (siehe Fig. 1 u.2)'). Von einer 





Fig. 1. Fig. 2. 


weiteren Reinigung muBte vorerst abgesehen werden. Dab das 
Priiparat noch nicht einheitlich ist, zeigt der unscharfe Schmelz- 
punkt. Die Substanz beginnt bei 154° zu sintern und schmilzt 
gegen 165° Aber erst bei 210° ist die dunkelbraune Schmelze 
homogen geworden. Die tiefe Firbung, die bereits von 180° an 
zu beobachten ist, deutet an, daB bei dieser Temperatur Zersetzung 
stattfindet. 

Léste man eine minimale Menge in 2 Tropfen Chloroform und 
tiigte ebensoviel konz. Schwefelsiure dazu (Salkowskische Reak- 


1) Die Aufnahmen sind um das 82,5fache vergrébert. Die dunklen 
Scheiben auf Fig. 1 sind krystalline Zentren, die auf dem Mikrophotogramm 
nicnt als solehe zum Ausdruck kommen, deutlich dagegen unter einer starken 
Lupe im durchfallenden Licht. Wegen der Kriimmung des Glases sind die 
Autnahmen gegen den Rand zu unscharf. 
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tion), so firbt sich die Schwefelsiure rein gelb, wiihrend das Chloro- 
form farblos blieb. Mit Essigsiureanhydrid und wenig_ konz. 
Schwefelsiiure — die, zuvor in Anhydrid geldst, hinzugefiigt 
wurde — trat zu Anfang rotstichige Gelbfiirbung auf, die sich bei 
kurzem Stehen zu einem schwachen Orangegelb abstumpfte. Jetzt 
war deutlich eine griine Fluorescenz wabrzunehmen. Diese Reak- 
tion (nach Liebermann-Burchard) ist ihrer Intensitat nach 
viel schwiicher als bei den Sterinen, sie gleicht mehr derjenigen 
der Gallensiiuren. Wie die im iiberniichsten Abschnitt behandelte 
pharmakologische Untersuchung einwandfrei erwies, liegt in der 
von uns erhaltenen krystallisierten Substanz ein Priiparat vor, 
von dem noch ?/,,.. mg bei der kastrierten Maus deutlich die 
Krscheinung der Brunst erzeugt. Die noch wirksame Menge ist 
aller Wahrscheinlichkeit nach noch kleiner, so daB das wirksamste 
* der bis jetzt beschriebenen (nicht krystallisierten) Hormonpriiparate 
um das Doppelte tibertroffen ist. 


Zweite Methode zur Anreicherung des wirksamen Stoffs. 


Auf dem zu beschreibenden Weg wurde zwar bis jetzt kei 
krystallisiertes Produkt erhalten. Immerhin konnte die Reinigune 
so weit gebracht werden, daB das dargestellte Priiparat an Wirk- 
samkeit das voranstehend behandelte erreicht. 

Wir bedienten uns der von Wieland und Sorge vor 13 Jahre: 
entdeckten Eigenschaft der Lésungen gallensaurer Alkalisalze, 
neutrale, in Wasser unlésliche Substanzen, in Liésung zu nehmen.! 
Ks ist die Erscheinung, die wir als_,,Choleinsiureprinzip“ be- 
zeichnet haben. In welcher Weise von dieser Kigenschaft Gebrauch 
gemacht wurde, wird sich aus der Schilderung der angewandten 
Methode ergeben. 

Man ging aus von einem Priiparat, das die ersten Stufen 
der Reinigung, wie sie beschrieben ist, bereits hinter sich hatte, 
das von sauren und yon den zu Anfang in Aceton unléslichen 
Beimengungen betreit und durch die beiden Ausfrieroperationen 
hindurchgegangen war. 

1,2 ¢ der so vorgereinigten Substanz wurden in 20 ccm Ace- 
ton gelist, dazu fiigte man unter kriftigem Umschiitteln in einem 
(guB die Lésung von 3 g Natrium-desoxycholat in 20 ccm Wasser 
Nun wurde das Aceton im Vakuum weggedampft und der sich bildend: 
Niederschlag auf der Zentriftuge abgetrennt. Die wiiBrige Liésune 


1) Diese Zs. Bd. 97, S. 1 (1916). 
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von 20 cem Volumen entsprach in ihrer Wirksamkeit 250000 Miiuse- 
Kinheiten, etwa ebensoviel wirksame Substanz befand sich in 
Niederschlag. 

Die Lésung machte man mit verdiinnter Salzsiiure ganz 
schwach sauer und brachte sie im Vakuumexsiccator zum Eintrock- 
nen. Der trockne Riickstand wurde in der Hiilse erschépfend mit 
30 ecem Benzol extrahiert. Die erkaltete Lésung wurde durch 
Absaugen von auskrystallisierter Benzol-choleinsiure befreit, die 
durch das Auswaschen mit Benzol auf 50 ccm gebrachte Losung 
schiittelte man mit 385 cem n/5-NaOQH aus. Die schwach 
alkalische Lésung, in der ein Teil des wirksamen Stoffs als Cholei- 
nat enthalten war, wurde zuerst mit niedrig siedendem Petrol- 
‘ither im Fliissigkeitsextraktor 3 Stunden lang ausgezogen. Es 
cingen 24 mg Substanz in Lésung, die einen Wirkungswert von 
> 10000, < 15000 Mause-Einheiten hatten. 

Die Extraktion wurde mit Ather fortgesetzt. Ks wurden auf- 
cenommen 22 mg Substanz. 

In ihnen waren auf Grund des Tierversuches > 40000, 
< 60000 Miuse-Einheiten enthalten. 

Der Wirkungswert dieses, nicht krystallisierten DPriiparates 
hetrigt demnach 1 Miuse-Einheit pro ! mg. 


/2000 


Die pharmakologische Auswertung. 


In der bisherigen Phase unserer Untersuchung war die pharma- 
kologische Aufgabe die Kontrolle des Wegs der chemischen Arbeit 
durch pharmakologische Auswertung der erhaltenen Fraktionen. 
Ks eriibrigt sich damit die ausfiihrliche Mitteilung der in den 
einzelnen Etappen erzielten Grenzwerte, nur die Endergebnisse 
sollen definiert werden. 

Als Test wurde die Scheidencyklusreaktion an der kastrierten 
weiBen Maus benutzt fiir die durch die bekannten Arbeiten von 
biedl}), Laqueur?) und Zondek®*) ein hinreichend sicherer Boden 
ceschaffen ist. Hinsichtlich der Schiirfe des Grenzwertes sind die 
Zondekschen Forderungen die weitestgehenden, er verlangt als 
brunstreaktion, daB das mikroskopische Bild des Scheidenausstrichs 


') A. Biedl, Klin. Wochenschrift Bd. 7, S. 821 (192s). 

*) Laqueur, ebenda Bd. 6, S. 390 (1927). 

) B. Zondek, ebenda Bd. 5, S. 1218 (1926). — B. Zondek u. S. Asch- 
heim, Klin. Wochenschrift Nr. 29 (1925), Nr. 10. 22 (1926): Arehiy f. (rynii- 


Kolog. Bd. 127, 8.41 (1925). 
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auf der Héhe der Wirkung ausschlieBlich reines Schollenstadium 
ergibt (+-+-), wahrend Laqueur ein Stadium bestehend aus 
Schollen unter 50°/., kernhaltigen Epithelien, aber ohne Leuko- 
cyten noch als positiv gelten liBt (+). Wir haben in unseren 
entscheidenden Reihen bei der Auswertung immer danach ge- 
strebt, den Wert +-+ zu erhalten, als Grenzwert aber dann dey 
Wert + angenommen, wenn er beim niichsten Verdiinnungsgrad 
der jeweils gepriiften Fraktion sich ergab. 

Die Miiuse wurden in der itiblichen Weise kastriert, indem 
die Ovarien mit der Napsel und dem periovariellen Fettgewele 
entfernt wurden. Die Tuben wurden zur Vermeidung von Nach- 
blutungen weit unterhalb unterbunden. Das Tier wurde dan: 
6 Wochen lang beiseite gesetzt, eine Woche vor Beginn des 
eigentlichen Versuchs, also in der 7. Woche nach der Kastration, 
wurden tiiglich Scheidenausstriche gemacht, die durch das Fehlen 
von Cyklusbildern die erfolgreiche Nastration nachweisen muBte: 

Die zu priifenden Hormonlésungen wurden nach der protra- 
hierten Methode vorgenommen: am 1. Tag eine Injektion, am 
zWeiten drei, am dritten eine. Die Vaginalausstriche wurden am 
3. Tage einmal, am 4. dreimal, am 5. zweimal, am 6. zweimal 
vorgenommen, manchmal wurde noch am 7. und 8. Tag gepriitt. 
Wir waren auf diese Weise sicher, den Brunstgipfel zu fassen. 

Die hormonhaltigen Lésungen waren bei den reinsten Sub- 
stanzen rein wiibrige, in 0,7°/,iger Kochsalzlésung hergestellt, 
injiziertes Volum 0,1 cem pro Injektion, die noch unreinen, nu 
in organischen Loésungsmitteln glatt loslichen Fraktionen wurden 
iiber Aceton in wiibrige Lésung gebracht und mit einem Aceton- 
gehalt von 1—2°/, injiziert, dieser geringe Acetongehalt ist be- 
deutungslos. 

So ergab die Auswertung des krystallisierten Priparates 


folgende Reihe: 





‘Testnummer Hormondosis : , 

:, sree ‘ Ergebnis 

(je 2 Tiere in 
54] 5 —" 
HO 9 te 4 
593 4 
ood 0.5 4 
9D 0.2 me ; 
D965 0,1 = 
DOT 0,07 ee 
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woraus wir nach der oben gegebenen Auseinandersetzung 0,5 y 


als Grenzwert entnehmen. 

Das nach der zweiten Methode (S. 100) gewonnene Priiparat 
wurde in der Menge von 0,57 pro Tier in 2 Anteilen zu je 
0.3 cem injiziert. Hier wurden nur 2 Ausstriche gemacht und 
zwar nach 72 und 84 Stunden. 

Mi ss «> » RS 495, I] 502, I 502, II 
Ergebnis . 2. 2. ++ 4. a % ste) 

Die Auswertungen sind von Frl. Dr. I. Riedel und Fri. 

KE. Triendl durchgefiihrt worden. 








104 





Zur Frage 
des Kreatin- und Kreatininstoffwechsels beim Hunde. 
Von 
R. Schumann. 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugeganyen am 8. Oktober 1929.) 





Die Frage nach der Herkunft des Kreatins und Kreatinins 
im Harn ist bis heute trotz mannigfacher Untersuchungen noch 
nicht geklirt. Durch die Untersuchungen von A. Hahn und 
Georg Meyer?) ist wenigstens sichergestellt, daB das gegen- 
seitige Verhiltnis der pbeiden Substanzen im Harn vom p,, ab- 
hiingt. Dadurch ist die Fragestellung eine wesentlich einfachere. 
Es bleibt jetzt nur noch die Frage nach der Herkunft des Ge- 
samtkreatinins zu klaren. Es soll hier nicht auf die iuBerst zahl- 
reichen Verdffentlichungen iiber diese Frage niher eingegangen 
werden. Man hat Zusammenhiinge zwischen Kreatin und den 
verschiedensten Koérpern vermutet. Es moége z. B. erwihnt sein, 
daB Kutscher*) und Ackermann und Kutscher’), die bei 
Wirbellosen (Krebse und Krabben) an Stelle von Kreatin im 
Muskelextrakte Arginin fanden, einen engen Zusammenhany 
zwischen Arginin und Kreatin vermuteten. Dagegen haben dic 
Versuche von Thomas und M.H.G.Goerne®%), sowie von Thomas, 
Kapfhammer und Flaschentriger®) mit argininiihnlichen, 
synthetischen Produkten nicht die gewiinschte Aufklirung diese: 
Frage gebracht. Riesser®) nahm auf Grund seiner Unter- 
suchungen das Cholin als Muttersubstanz des Kreatins an. Doch 


1) Zs. Biol. Bd. 78, 8. 91 (1923). 

*) Zs. Biol. Bd. 64, S. 240 (1914). 

5) Zs. Biol. Bd. 84, 8S. 181 (1926). 

*) K. Thomas u. M. H.G. Goerne, Diese Zs. Bd. 88, S. 465 (1914 
Bd. 92, S. 163 (1914); Bd. 104, S. 78 (1919). 

*’) Thomas, Kapfhammer u. Flaschentriger, Diese Zs. Bd. 124 
S. 75 (1922). 

QO. Riesser, Diese Zs. Bd. 120, 8. 189 (1922). 
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erscheint diese Theorie bisher nicht allgemein anerkannt worden 
zu sein. H. Steudel und F reise?) suchten Beziehungen von 
EKiweibderivaten wie Nucleinsiiure und Histidin zum Kreatin. Sie 
spritzten nucleinsaures Natrium und Histidin intravenés bei 
Hunden. Sie konnten aber keinen EinfluB auf den Kreatinin- 
stoffwechsel feststellen. Im Gegensatz hierzu kamen Abder- 
halden und Buadze?) vor kurzem bei ihren Untersuchungen 
iiber die Herkunft des Kreatins bzw. Kreatinins im tierischen 
Organismus zu dem Ergebnis, daB Hunde nach Zufuhr von 
Nucleinsiure stets eine gesteigerte Kreatinbildung aufweisen, und 
zwar in deutlicher Abhingigkeit von der Menge des zugefiihrten 
Produktes, ebenso nach Zufuhr von Histidin. 

Ich habe nun die Fiitterungsversuche mit Hefenucleinsiiure 
und Histidin noch einmal wieder aufgenommen, und zwar be- 
nutzte ich als Versuchstiere 2 Hiindinnen, die mit der gleichen 
Kost bis zum Stickstoffgleichgewicht gefiittert wurden. Der Kost 
wurde dann die zu untersuchende Substanz beigegeben. 

Der Harn wurde bei Hund 1 jeden Tag zur gleichen Stunde 
durch Katheterisieren entnommen und gesammelt, bei Hund 2 
wurde der Harn gleichfalls sorgfiltig gesammelt und der Rest- 
harn ebenfalls durch Katheterisieren entnommen. Die Stickstof!- 
bestimmungen im Harn und Futter (Fleisch und Reis) wurden 
nach Kjeldahl ausgefiihrt, die Kreatinin- und Gesamtkreatinin- 
bestimmung nach Folin’) (immer Doppelbestimmungen). 


Versuch. 


Den beiden Hiindinnen (Hund 1: Gewicht 10,5 kg, Hund 2: 
12,0 kg) wurden, nachdem sie mehrere Tage im Stickstoffgleich- 
gewicht waren, zum Futter (150 g Fleisch, 100 g Reis), je 5 g 
liefenucleinsaures Natrium (Ka. Boehringer) beigemengt, und 
zwar 2 Tage hintereinander. Die Purinbasen, die aus Hefe- 
uucleinsiiure entstehen kénnen, sind Guanin und Adenin, und 
zwar aus 5 g Hefenucleinsiure kénnen 0,7315 g Guanin und 
),655 g Adenin entstehen. Soll nun aus dem priiformierten Imid- 
izolring dieser Purinbasen Kreatin quantitativ entstehen, so miibten 
U,4315 g Guanin (in 5 g Hefenucleinsiiure) 0,6346 g Kreatin oder 
J,655 g Adenin 0,6346 g Kreatin ergeben. Ferner miibte, wenn 

') H. Steudel u. Freise, Diese Zs. Bd. 120, S. 244 (1922). 

*) Zs. f. exp. Med. Bd. 65, 1 u. 2, S. 1 (1929). 
*) Folin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 475 (1914). 
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alle Hetenucleinsiure abgebaut wiirde, eine Stickstofferhéhung yon 
0,58 g, ja, da 2 Tage hintereinander Hefenucleinsiire (je 5 g) ge- 
fiittert war, sogar eine Erhéhung von 1,76 g eintreten. — Be. 
trachtet man nun die Zahlen dieses Versuches (vgl. Tabb. 1 und 2. 
so zeigt sich klar, daB von einer sichtbaren Erhéhung dei 
Kreatininbildung keine Rede sein kann. Denn vor der Fiitterune 
mit Hefenucleinsiure wurden in 5 Tagen bei Hund 1 (vgl. Tab. 3 
1.822 ¢ Gesamtkreatinin ausgeschieden und nach der Fiitterunsg 
mit Hetenucleimsiure 1,911 g in 5 Tagen. Diese geringe Er- 
hohung von 0,089 g in 5 Tagen kann nicht als ein Beweis fii: 
einen Zusammenhang zwischen Hefenucleinsiure bzw. seinen Spalt- 
produkten und dem Kreatin und dem Kreatinin angesehen werden. 
Wiire ein Zusammenhang da, so hiitte die Erhéhung mindestens 
1,2692 ¢ betragen miissen, wenn nur das Guanin oder Adenin 
als Ausgangsmaterial fiir das Kreatin in Frage kime. Ebens 
spricht auch die erhéhte Stickstoffausscheidung bei Hund 1 im 
Verhiltnis zu der ganz geringen Erhéhung der Gesamtkreatinin- 
ausscheidung gegen einen Zusammenhang zwischen Hefenuclein- 
siure und Kreatin. Es wurden in den 5 Tagen vor dem Ver- 
such (vgl. Tab. 3) zusammen 21,51 ¢ N ausgeschieden, an den 
5 Tagen nach der Beigabe von 2 x 5¢g Hetenucleinsiiure 24,31 ¢ N, 
also ein mehr von 2,80 g¢ N, wihrend mit der Hefenucleinsiiure 
nur 1,76 g N eingefiihrt worden sind. Es ist anzunehmen, dat 
die Fiitterung mit Hefenucleinsiiure zu einer Erhéhung des Ge- 
samtstickstoffumsatzes gefiihrt hat. Dasselbe fanden H. Steude! 
und Freise!) nach Injektion von Histidin. Bei Hund 2 sehen 
wir dagegen weder eine Erhéhung der Gesamtkreatinin- noch de: 
Stickstoffausscheidung (vgl. Tabb. 2 und 3). 

Ks wurde nun, da bei Zufithrung von 2 x 5 g Hefenuclei 
siiure keine sichtbare Erhéhung der Gesamtkreatininausscheidun 
vesehen wurde, 2 mal je 10 g Hefenucleinsiiure dem Futter bei- 
cemengt. Es trat auch diesmal bei Hund 1 (Tabb. 1 und 3) eine 
deutliche Erhéhung der Stickstoffausscheidung ein. Es wurden 
4 ‘Tage vor Versuchsbeginn 17,49 g N ausgeschieden und in den 
4 Tagen nach Gabe von 10 ¢ Hefenucleinsiiure 21,60 ¢ N, als 
ein mehr von 4,11 g N bei emer Zufuhr von nur 1,76g N. Es 
trat bei Hund 1 ebenfalls eine kleine Erhéhung der Gesamt- 
kreatininausscheidung auf, und zwar eine Erhéhung um 0,402 
in 4 Tagen, im Vergleich zu der Ausscheidung vor dem Versuc!:, 





') Diese Zs. Bd. 120, S. 244 (1922). 
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110 Schumann, Zur Frage des Kreatin- und Kreatininstoffwechsels us 


Ks hiitte aber mindestens eine Erhéhung um 1,2962 ¢ eintrete) 
miissen, wenn ein Zusammenhang zwischen Guanin oder Adeni) 
und Kreatin bestande. Bei Hund 2 trat dagegen nur eine gany 
geringe EKrhdhung der Stickstoff- und der Gesamtkreatininaus- 
scheidung auf. Doch scheint die Ausscheidung hier iiber mehrer 
Tage verschleppt zu sein. Der zweite Versuch mit 10 ¢ Hete- 
nucleinsiure zeitigte dieselben Ergebnisse wie der erste Versuc! 
und zwar bei beiden Tieren. Es trat sowohl bei Hund 1 als be; 
Hund 2 eine Erhéhung der Stickstoflausscheidung auf, die di 
zugefiihrte Menge stark iibertraf. Die Erhéhung der Gesamt- 
kreatininausscheidung dagegen entsprach auch diesmal keines- 
wegs der zu erwartenden Erhéhung. Durch diese beiden Ver- 
suche mit 2 mal je 10 g Hefenucleinsiiure werden die Ergebniss: 
der Fiitterungsversuche mit 2mal je 5 g Hefenucleinsiiure  |e- 
stiitigt. 

Zum SchluB wurde noch 2mal in Abstiinden von 2 Tage, 
1 g Histidinmonochlorhydrat getiittert. Auch bei diesem Versuc): 
zeigte sich bei Hund 1 eine Stickstofferhdhung von 3,89 g \. 
die die Zufuhr von 0,402 g N weit iibertraf. Die Gesamtkreatinin- 
ausscheidung war auch bei dem Versuch mit Histidinmono- 
chlorhydrat ganz wenig, wahrscheinlich innerhalb der Versuclis- 
fehler, erhéht (um 0,099 g im Vergleich zu den gleichen Zeiten 
des Vorversuches). Bei Hund 2 trat dagegen keinerlei Reaktion aut. 





Zusammenfassung. 


Die Versuche lassen es als sehr unwahrscheinlich erscheinen. 
daB bei Hunden eine Beziehung zwischen verfiitterten Purin- 
basen (Hefenucleinsiure) oder zwischen verfiittertem Histidin un: 
dem Kreatiningehalt des Harns besteht. Die schon friher in 
hiesigen Laboratorium gemachte Beobachtung, daB die verfiitterten 
Priparate eine allgemein stoffwechselsteigernde Wirkung haben. 
konnte auch jetzt wieder bestiitigt werden. Kine solche Wirkuiy 
tiiuscht gewiB hiufig genug direkte Uberginge verfiitterter Su)- 
stanzen in Ausscheidungsprodukten vor, die in Wirklichkeit gu 
nicht bestehen, besonders, wenn groBe Mengen der zu unte 
suchenden Substanz dem Futter beigemengt werden. 




















Alkaptonurie bei minimaler EiweifBzufuhr. 
Von 


Hans Lieb und Franz Lanyar. 


(Aus dem Mediz.-chem. Institut der Universitit Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2), Oktober 1924.) 


Das Wesen der alkaptonurischen Stoffwechselstérung wurde 
in den letzten 10 Jahren durch G. Katsch') und seine Mit- 
arbeiter erneut einem eingehenden Studium unterzogen. Katsch 
suchte insbesondere die Frage zu beantworten, ob die Stoffwechsel- 
stérung eine totale ist, d. h. ob die gesamte Menge der zum Ab- 
bau kommenden aromatischen EiweiBbausteine Phenylalanin und 
‘T'yrosin in Homogentisinsiure umgewandelt wird, ob diese auch 
vom Alkaptonuriker unter Umstiinden weiter abgebaut werden 
kann oder ob es auch einen zweiten Abbauweg gibt. Aus ver- 
schiedenen dlteren Arbeiten, insbesondere den von Mittelbach’) 
von Langstein und Meyer’, von Falta‘) und einigen andern 
muBte der SchluB gezogen werden, daBb die Stoffwechselstérung 
bei der Alkaptonurie eine totale ist; und die meisten Forscher, 
die sich mit dieser Frage beschiftigten, neigen dieser Ansicht zu. 
Nur Frommherz und Hermanns’) traten schon im Jahre 1914 
liir die Méglichkeit der Mehrgleisigkeit des Abbaues der aroma- 
tischen EiweiBbausteine ein und skizzierten auch einen Abbau- 
weg iiber ein Brenzkatechinderivat, der wie die Homogentisin- 
siure zu Aceton fiihrt. 

G. Katsch kommt auf Grund seiner Befunde an einem kind- 
lichen Alkaptonuriker, der sowohl im Hungerzustand als auch 
bei Kohlehydratfettkost (also bei eiweibfreier Ernihrung) 
aromatische KiweiBkomplexe abbaute, ohne sie als Homogentisin- 
siiure durch den Harn auszufiihren, zur Ansicht, dab hier die 
Stoffwechselstérung keine totale ist. Bei dreitagigem Hungern 
des 31/, jahrigen kachektischen Knaben, der bei gemischter 
Kost 2—3 g Homogentisinsiiure pro Tag ausgeschieden hatte 
Hom.-S.: N = 47: 100), verschwand die Siiure vollstiindig aus dem 
Urin trotz erheblicher Zunahme der N-Ausscheidung (5—7 g’. 
Katsch bringt diesen Befund in Zusammenhang mit dem gleich- 


') Deutsches Arch. f. klin. Mediz. Bd. 127, 8.210 (1918): Bd. 134, 8.59 
1920); Bd. 151, S. 329 (1926). 

?) Ebenda Bd. 71, 8. 50 (1901). ) Ebenda Bd. 78, S. 161 (1903). 
') Ebenda Bd. 81, S. 231 (1904). °; Diese Zs. Bd. 91, 8S. 194 (1914). 
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zeitigen Au{treten erheblicher Mengen von Acetonkérpern. Aucl, 
unter Kohlehydratfettkost war die Homogentisinsiiureausscheidune 
auBerordentlich niedrig (meist unter 0,1 g, Quotient meist unte: 
10); gleichzeitig trat eine nicht unerhebliche Acetonkérpe: 
ausscheidung auf, die sonst bei kohlehydratreicher Kost nic): 
beobachtet wird. 

Diese Beobachtungen stehen einerseits im Gegensatz zu der 
Befunde von Mittelbach’), der als erster die Homogentisin. 
siiureausscheidung an einem Alkaptonuriker im Hungerzustan 
untersuchte und dabei zwar entsprechend der eingeschrinkte: 
EiweiBzufuhr ein Absinken der Menge der ausgeschiedenen Siiure. 
aber kein Verschwinden derselben feststellen konnte, wie di: 
im Versuch von Katsch der Fall war. Da in Mittelbac) 
Versuchen der Harnstickstoff nicht bestimmt worden war, 1:l): 
Hfom.-S. 

N 
Langstein und Meyer eingefihrte Quotient gibt an, wievie! 
Homogentisinsiiure sich aus 100g umgesetzten Stickstoff = 625 
KiweiB gebildet hat, bringt also die Menge der ausgeschiedene 
Homogentisinséiure in Beziehung zur Eiweibzersetzung. Andre: 
seits untersuchten Langstein und Meyer?) die Homogentisin- 
siiureausscheidung an einem Alkaptonuriker bei 4—5 Tage 
dauernder Kohlehydratfettkost, fanden dabei zwar eine Ve: 
minderung der Ausscheidung der Homogentisinsiure, die jedoc! 
nicht stiirker war als die der Stickstoffausscheidung, so dab de: 


° Hom.-S. ; ‘ , 
(Juotient x nicht abnahm, vielmehr innerhalb der normale: 


Ggrenzen von 45—55 blieb. Von einer Acetonausscheidung wir! 
allerdings in den betreffenden Arbeiten nichts berichtet. 

Katsch selbst bemerkt: ,.Der Gegensatz zwischen unsere: 
Befunden und denen von Mittelbach, sowie von Langstei! 
und Meyer und Grutterinck klirt sich dadurch auf, dab wir 
einen kindlichen Alkaptonuriker untersucht haben. Die Neigung 
des kindlichen Organismus zur Ketonurie erklirt die Diskrepan/ 
der Befunde.“ Er nimmt nun an, daB im Hungerversuch arv- 
matische Aminosiuren vom Alkaptonuriker ganz allgemein 
Acetonkérper iibergefiihrt werden. 

Zu dem gleichen Ergebnis wie Langstein und Mey: 
kommt auch Katsch in einem zweiten Stoffwechselversuch®*), «| 


sich iiber den Quotienten nichts sagen. Dieser yo: 





1) a. a. O. 2) aca. O. 
*) Deutsches Arch. f. klin. Mediz. Bd. 134, S. 59 (1920). 
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er zwei Jahre spiter an demselben kindlichen Alkaptonuriker mit 
strenger Kohlehydratfettkost unter méglichster Ausschaltung 
von EiweiB aus der Nahrung angestellt hatte zu einer Zeit, als der 
Knabe sich vélliger Gesundheit erfreute. Die Homogentisinsiiure- 
ausscheidung war zwar entsprechend dem stark herabgedriickten 
KiweiBumsatz absolut stark erniedrigt, blieb aber relativ zum 
EiweiBumsatz im gewoéhnlichen Umfange erhalten. Der Quotient 


Hom-S-_ blieb also annahernd gleich. Zur Erklirung des anderen 





Verhaltens der Alkaptonausscheidung in dieser zweiten Versuchs- 
periode weist Katsch darauf hin, dab jetzt im Harn keine Aceton- 
kérperausscheidung zu beobachten war. 

Anderseits fanden O. Neubauer und P. Sachs!) in einem 
KiweiBminimumversuch bei einer alkaptonurischen Patientin 
einen erheblichen Riickgang der Alkaptonausscheidung (von 1,88 
auf 0,29; Quotient von 33 auf 13,9; erreichte N-Ausscheidung im 
Urin 2,18 g). Nach Neubauer ,1aBt sich diese (auch relativ 
berechnet) starke Herabsetzung der Homogentisinsiureausscheidung 
im EiweiBminimum am einfachsten so deuten, daB eine verhiltnis- 
miBig groBe Menge der aromatischen Bausteine fiir wichtige Stoff- 
wechselbediirfnisse des K6rpers (Bildung von Adrenalin, Pigment, 
Thyroxin) Verwendung findet.“ 

Da demnach die Frage der Homogentisinsiureausscheidung 
bei minimaler Kiweifzufuhr, minimaler N-Ausscheidung, bzw. im 
minimalen N-Gleichgewicht, dem physiologischen EKiweiBminimum 
nach Rubner, nicht eindeutig geklirt ist, schien es uns wichtig, 
an dem uns zur Verfiigung stehenden Fall von Alkaptonurie die 
Homogentisinsiureausscheidung bei méglichstem Entzug von 
KiweiB, jedoch geniigender Zufuhr von Kalorien in Form von 
Kohlehydraten und Fett zu verfolgen. Es handelt sich um eine 
25 jihrige Frau von 65 kg Korpergewicht, die sonst gesund ist 
und von deren Familienangehérigen niemand diese Stoffwechsel- 
stérung zeigt. 

Der Versuch konnte zwar aus duBeren Griinden nicht so 
lange durchgetiihrt werden, daB man von einem genauen Hiweib- 
minimumversuch im Sinne der Definition sprechen kénnte; die 
Krgebnisse sind aber doch so, daB man annehmen mubB, daB sie 
auch im strengen KiweiBminimum kaum anders ausfallen wiirden. 
Die Frau erklirte sich zu dem Stoffwechselversuch gern bereit, 


1) Entnommen aus Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. Bd. 5, S. 857 
(Berlin 1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXXVI 
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obwohl sie wuBte, daB er nicht zu therapeutischen Zwecken an- 
gestellt wird. Wir muBten ihr nur eine auch innerhalb jeden 
Tages sehr abwechslungsreiche Kost zubilligen, was zur Folge 
hatte, daB die Berechnung der aufgenommenen Nahrungsmenge 
und der zugefiihrten Kalorien auferordentlich erschwert war. 
Kine Analyse der Nahrung wurde nicht vorgenommen, sondern 
die genossenen Nahrungstoffe nur genau gewogen und aus dem 
Gewicht mit Hilfe der neuesten Nahrwerttafeln von J. Konig) 
die Menge an ausnutzbarem Kiwei8, Kohlehydrat und Fett ermittelt 
und daraus dann die tiglich zugefiihrten Kalorien berechnet. Kin 
Teil der Kohlehydrate (Stirkemehl) wurde in Form der von 
Thomas”) angegebenen N-freien Gebicke gegeben. Bei der groBen 
Neigung der Versuchsperson zu Obstipationen und der kurzen 
Versuchsdauer muBte auf die N-Bestimmung in den Fiices ver- 
zichtet werden. In der tiiglich sorgfaltig gesammelten Harn- 
menge wurde auBer der Dichte und der Aciditat (Neutralisations- 
fihigkeit), der Ammoniakgehalt nach Folin, der Stickstoff nach 
Kjeldahl-Pregl und die Homogentisinsaéure nach unserer jodo- 
metrischen Methode)?) bestimmt. Eine Acetonkérperausscheidung 
trat nicht auf. 

Die EKiweiBzufuhr, die bei normaler Ernihrung bei der Frau 
rund 70g in 24Stunden betrug, wurde allmahlich eingeschrinkt, 
sank schon am dritten Tag auf 20 g und konnte wihrend der 
letzten drei Tage der 8 tigigen Versuchsperiode (II) — eine lingere 
Versuchsdauer wurde verweigert — auf durchschnittlich 13 g Ei- 
weiB herabgedriickt werden, was einer N-Zufuhr von 2,08 g in 
24 Stunden oder 32 mg N pro kg Koérpergewicht entspricht. Die 
tigliche Stickstoffausfuhr betrug in diesen drei Tagen durch- 
schnittlich 3,75 g oder 57,7 mg pro kg Kérpergewicht in 24 Stunden. 
Das ist ein Wert, der dem Mittelwert der gesamten in der Literatur 
vorliegenden Versuche fiir den Urinstickstoff im Eiwei8minimum 
= 40,3 mg immerhin ziemlich nahe kommt. Die N-Bilanz ist 
allerdings negativ, die Versuchsperson war also nicht im minimalen 
Stickstoffgleichgewicht, obwohl die Kalorienzufuhr anscheinend 
hinreichend war. Die tigliche Homogentisinsiureausscheidung 
sank auf den Mittelwert von 1,48 g ab. 

Von besonderer Wichtigkeit fiir die Beantwortung der ein- 
gangs aufgeworfenen Frage ist das Verhiltnis der ausgeschiedene: 


1) J. K6nig, Nahrung und Ernihrung des Menschen (Berlin 1926). 
*) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. IV, T.9, 5. 5°". 
5) Diese Zs. Bd 181, S. 199 (1929). 
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Homogentisinséure zum ausgeschiedenen Stickstofi. Der Quotient 
schwankte bei der Versuchsperson in einem Vorversuch (Ll) mit 
normaler gemischter Kost zwischen 45 und 52, die absolute Menge 
an Homogentisinsiure in 24 Stunden zwischen 5,6,und 5,8 g. Durch 
die Einschrankung der EKiweiBzufubr bei reichlicher Kohlehydrat- 
Fettkost sank zwar der Quotient ein wenig ab, von 44 am ersten 
Versuchstag auf 37 am dritten Tag, stieg dann aber wieder an 
und bewegte sich in den drei eiweibirmsten Tagen zwischen 
38,6 und 41. Der Quotient blieb annihernd konstant; die gering- 
fiigigen Schwankungen waren auch sonst gelegentlich zu beobachten. 
AuBerordentlich, bis auf den Wert von 65 stieg er am letzten 
Tag (III) bei Zufuhr einer eiweiBreichen Kost an, eine Erscheinung, 
die in vélliger Ubereinstimmung mit den Beobachtungen verschie- 
dener Forscher — die ersten waren Langstein und Meyer — 
steht, daB nimlich die Homogentisinséureausscheidung rasch erfolgt 
und der N-Ausscheidung voraus eilt. (Vgl. Tabelle.) 

Zum Beweise, daB in unserem Falle die alkaptonurische Stoft- 
wechselstérung wohl eine totale sein mu, daB also das gesamte 
Phenylalanin und Tyrosin, das zum Abbau kommt, in Homogentisin- 
siure umgewandelt und als solche im Harn ausgeschieden wird, 
wollen wir auf Grund der experimentellen Ergebnisse auch folgende 
Berechnung anstellen: Nimmt man die Summe der in den drei eiweib- 
irmsten Tagen ausgeschiedenen Stickstoffmenge von 11,2 ¢ als Mab 
fiir das im Organismus in dieser Zeit zum Abbau gekommene Hiweib 
(dazu kommt allerdings noch etwas Facesstickstoff, so wurden ins- 
gesamt 70g in diesen drei Tagen umgesetzt. Gleichzeitig wurden 
in dieser Zeit insgesamt 4,45 g Homogentisinsiiure ausgeschieden. 


Nun kénnen — und darauf haben schon Langstein und Meyer 
und spiter Falta hingewiesen — aus 1g ‘T'yrosin theoretisch 


0,93 g Homogentisinsiure und aus 1g Phenylalanin 1,02 g Homo- 
gentisinsiure entstehen. Der Gehalt der verschiedenen HKiweib- 
kérper an den beiden aromatischen Bausteinen schwankt nach den 
in der Literatur verzeichneten Analysen in den meisten Fiillen 
zwischen 5 und 7°/, fiir beide zusammen und betriigt nur bei 
wenigen Proteinen mehr als 8°/,. Der Mittelwert aus den Ana- 
lysen von 29 Proteinen, die wir der Zusammenstellung von 
K.StrauB und W.A.Collier!) entnommen haben, betriigt fiir die 
beiden Aminosaéuren zusammen 5,8°/,. Unter Zugrundelegung 


1) Oppenheimers Handb. d. Biochem. des Menschen u. der Tiere, Bd. 1, 
S. 696 (Jena 1924). 
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118 H. Lieb und F. Lanyar, Alkaptonurie bei minimaler EiweiBzufubr. 


dieser Zah! fiir den Gehalt der umgesetzten Proteine an Pheny|- 
alanin und ‘Tyrosin kénnen aus 100g EiweiB theoretisch 5,655 ¢ 
Homogentisinsiiure entstehen. Aus den aus dem Harnstickstoff 
berechneten Kiweibmengen von 70g kénnten daher nur 3,96 g 
Homogentisinsiure gebildet worden sein. Nun kommt aber noch 
der Faeces-N in Betracht, der in unserem Versuche leider nicht 
bestimmt werden konnte. Aus der Literaturzusammenstellung 
ergibt sich aber, daB im minimalen KiweiBgleichgewicht pro kg 
Koérpergewicht und 24 Stunden 14,5 mg N mit dem Kot aus- 
geschieden werden, entsprechend einer Kiweiimenge von 90,63 mg. 
Auf die dreitigige Ausscheidung der 65 kg schweren Frau um- 
gerechnet, ergibt dies 17,67 g umgesetztes EiweiB, berechnet aus 
dem Kot-N. Darnach waren also insgesamt 87,7 g EiweiB in drei 
Tagen umgesetzt worden, woraus theoretisch 4,96 g Homogentisin- 
siure entstehen konnten. Die tatsiichliche Ausscheidung betrug 
4,45¢. Aus diesen Berechnungen und Uberlegungen folgt, daB in 
unserem Falle praktisch beide aromatischen EiweiBbau- 
steine ausschlieBlich zur Homogentisinsiure abgebaut 
und in dieser Form ausgeschieden wurden. 


Zusammenfassung. 


Zur Beantwortung der noch strittigen Frage, ob bei der 
Alkaptonurie die Stoffwechselstérung eine totale ist oder nicht, 
wurde «un einer 25 jihrigen, sonst gesunden Alkaptonurikerin ein 
8 Tage dauernder Stoffwechselversuch mit allmahlicher Entziehung 
des Eiwei® aus der Nahrung auf eine geringe Menge (bis aut 
13 ¢@ tiiglich in den letzten drei Tagen) angestellt. Gleichzeitig 
wurden reichliche Mengen von Fett und Kohlehydraten verab- 
reicht und dadurch der Kalorienbedarf gedeckt. Die Stickstoff- 
ausscheidung sank dabei auf den Mittelwert von 3,75 g und in 


gleichem MaBe die Homogentisinsiiureausscheidung auf 1,48 g in 
Hom.-S. 


24 Stunden ab, so dab das Verhiltnis N 

Die in den letzten drei Versuchstagen insgesamt ausgeschiedene 
Homogentisinsiuremenge entspricht fast vollkommen den in dieser 
Zeit aus dem umgesetzten EiweiB zum Abbau gekommenen EKiweib- 
bausteinen Phenylalanin und Tyrosin. Es wird daraus der Schlub 
sezogen, daB in dem untersuchten Fall von Alkaptonurie die 
Stoffwechselstérung eine totale ist, d. h. daB die beiden aroma- 
tischen KiweiBbausteine ausschlieBlich zur Homogentisinsiure ab- 
gebaut und als solche ausgeschieden werden. 


unverandert blieb. 











Alkaptonurie und Kohlehydratentziehung. 


Von 


Franz Lanyar und Hans Lieb. 


(Aus dem Mediz,-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Oktober 1929.) 


Die Frage, ob die bei Alkaptonurie zur Ausscheidung 
kommende Homogentisinsiure, die im intermediiren EiweiBstoff- 
wechsel aus Phenylalanin und T'yrosin entsteht, auch vom Alkap- 
tonuriker teilweise weiter abgebaut werden kann, oder ob diese 
aromatischen EiweiBbausteine noch iiber ein anderes Zwischen- 
produkt verbrannt werden kénnen, hat G. Katsch’) im Sinne 
der Mehrgleisigkeit beantwortet, die ,ein wahlendes Mehrbelasten 
bald des einen, bald des anderen Weges gestattet, eine auf bio- 
logische Verhiltnisse, auf die vorauszusetzende Schmiegsamkeit 
der Intermediarvorgange viel besser passende Annahme als die 
starre Kingleisigkeit des Abbaumechanismus“. Nach ihm ist die 
Homogentisinsiure sowohl beim Alkaptonuriker als auch beim 
stoffwechselgesunden Menschen zwar ein normales, aber kein 
obligatorisches Zwischenprodukt. 

Zu diesen Ansichten kommt Katsch besonders durch Beob- 
achtungen und Stoffwechseluntersuchungen an einem kindlichen 
Alkaptonuriker, bei dem im Zustand der Acetoniimie, die einer- 
seits durch Kohlehydratentzug hervorgerufen wurde, anderseits 
auch bei Fieber zu beobachten war, die Homogentisinsiure- 
ausscheidung iiberraschenderweise rasch absank und schlieBlich 
Hom.-S. 

N 
Homogentisinsaure sich aus 100g umgesetztem Stickstotf gebildet 
hat, wurde immer kleiner und schlieBlich Null. Das Verschwin- 


ganz verschwand.*) Der Quotient , der angibt, wieviel 


') Zur Theorie der alkaptonurischen Stoffwechselstérung: Deutsches 
Arch. f. klin. Mediz. Bd. 151, S. 329 (1926). 
*) Alkapton und Aceton: Ebenda Bd. 134, S. 59 (1920). 
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Datum 


1929 


15. VI. 


16. VI. 


17. VI. 


18. VI. 


22. VI. 















Nahrung in Gramm 





M 590, E 60, Kfl 70, Sch 40, 

O 5, B30. F 20, Wm 20, 

Whbf 120, Whg 100, Tb 60, 

Z 30, H 20, K 200, Er 100, 
Or 50, Kirschen 100 


M 340, Ks 5, Rfl 140, Sch 35, 

B 20, Oe 5, R80, Whf 30, 

Wbg 110, Tb 190, Z 50, H 15, 
Er 40, Sa 80, Bb 250 


M 330, S 50, E 100, Rfl 50, 

Sch 40, Sp 5, B15, O8e 5, 

R 50, Whf 130, Whg 45, Z 35, 

H 15, Sa 125, Kirschen 200, 
Bb 250 


Ks 20, E 20, Kfl 170, Sch 55, 

Huhn in Gelee 200, Aleuronat- 

mehl 50, B 10, F 10, Oe 10, 

Grahambrot 25, Spi 150, C 20, 
W 100, Rum 15 


Ks 20, E 100, Kfl 120, Sch 50, 
I} 15, F 10, Bko 200, Rum 15 


E 50, Kfl 70, Sch 50, B 15 
F 10, Spargel 120, Bko 215 


M 400, E 70, Rfl 50, Kfl 50, 
B 10, F 10, Wm 20, Whf 100, 
Whg 35, Tb 200, Z 50, H 10, 
K 75, Er 230, Steinpilz 60, 
C 20, Kirschen 140, Kakao 10 


M 500, Ks 5, Kfl 100, O 5, 
B15, F 10, R 10, Maismehl 80, 
Wbf 50, Whg 40, Tb 100, 
Z 30, H 10, OK 300, Sa 80, 
Kirschen 140 





In der Tabelle bedeuten: 


M~ Kuhmilch, 

S  Schlagrahm, 

Ks Fettkise, 

E  Hiihnerei, 

Rfl_ Rindfleisch, 

Seh Schinken, 

Speck (geriiuchert), 





Ausnutzbare Nahrungsstofte 





EiweiB Fett  Kohleh. 
in g 
78 89 327 
75 64 369 
61 72 | 248 
129 66 21 
57 60 8 
36 47 8,5 
83 55 377 
61 48 | 284 
| 





* Letzte Harn- 


QO  Ovomaltin, 

B Kuhbutter, 

F Schweineschmalz I, 
Oe  Pflanzendl, 

Wm Weizenmehl (feinst), 
R Reis, 

Wbf Weizenbrot (fein), 


Calor. 


2488 


2500 


1978 


1354 


1850 
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Alkaptonurie und Kohlehydratentziehung. 






























Harn 


in ecm 


1090 


T70 


590 





Dichte 


1026 


1028 


1032 


1034 


1030 


1033 


1032 


portion fehlte. 


Acid. 
ecm 

n/10- 

NaOH 


3,1 


6,8 


8,5 


7,1 








NH, 


0,75 


nicht 
bestimmt 


1,05 


0,62 


Whg Weizenbrot (grob), 
Tb 
Z 
H 
K 


Teebiskuit, 


Zucker, 
Honig, 


Kartoffel (gekocht), 
Oberkohlrabi, 
Erbsen (griin), 





| Aceton 


in g 





| positiv | 


negativ 











N Hom.-S. 
| 
13 | 4,9 
| 
10,15 | 5,37 
11,44 5,58 
| 
16,59 7,23 
17,01 7,4 
14,01 5,58 
13,69 5,92 
6,58 3.46 





Bko Blumenkohl, 


Spi 
Sa 
Or 
C 
Bb 
W 


Spinat, 
Kopfsalat, 
Orangen, 
Citronen, 
Bier, 
Wein. 





Hom.-s. 


N 


43,8 


48.8 
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den der Alkaptonurie war gekniipft an das Auftreten der 
Ketonurie. Mit dem Verschwinden der Acidose trat auch wieder 
die Alkaptonurie auf. 

Diese von Katsch an einem kindlichen, sehr zur Ketonurie 
neigenden Alkaptonuriker erhobenen Befunde, die ihn neben den 
anderen im Hunger und bei Eiweifentzug auftretenden KEr- 
scheinungen zu den vorher erwihnten SchluBfolgerungen iiber 
den intermediiren Abbau der aromatischen Aminosduren ver- 
anlaBten, bestimmten uns dazu nachzupriifen, ob sich dieser 
KinfluB des Entzuges der Kohlehydrate bei allen Alkaptonurikern 
geltend macht, oder ob nur eine Einzelerscheinung vorliegt, die 
nicht verallgemeinert werden kann und vielleicht nur unter ganz 
besonderen Umstanden zu beobachten ist. Ferner sollte der von 
Katsch bereits im Jahre 1920 geforderte und bisher nicht durch- 
gefiihrte Versuch angestellt werden, dem allenfalls durch Aceton- 
iimie nicht alkaptonurisch gewordenen Alkaptonuriker Homogenti- 
sinsdure per os oder parenteral zuzufiihren. 

Wir stellten unseren Versuch mit Kohlehydratentziehung, 
der sich iiber 8 Tage erstreckte, an derselben, sonst gesunden, 
25jabrigen Alkaptonurikerin an, mit der wir auch unseren Ver- 
such mit Kohlehydrat-Fettkost bei minimaler EiweiBzufuhr durch- 
gefiihrt hatten.') Die Frau erklarte sich zu diesem Versuch 
ebenfalls ohne Zwang bereit und befolgte alle Diatvorschriften 
genau. Die Bestandteile der tiiglich genossenen, sehr abwechslungs- 
reichen Nahrung wurden getrennt gewogen. Die ausnutzbare 
Menge an EiweiB, Fett und Kohlehydrat, sowie den Kalorien- 
gehalt der genossenen Nahrung ermittelten wir auf Grund der 
Angaben in J. Kénigs neuem Lehrbuch ,,Nahrung und Ernahrung 
des Menschen“ (Berlin 1926). 

In der in 24 Stunden ausgeschiedenen und genau gesani- 
melten Harnmenge bestimmten wir die Dichte, die Aciditiit (Neu- 
tralisationsfihigkeit), den Ammoniakgehalt, den Gesamtstickstoti 
und die Homogentisinsiiure nach unserer jodometrischen Methode.° 
Als bei Kohlehydratentziehung Acetonurie auftrat, bestimmten 
wir auch die Gesamtacetonausscheidung (Aceton + Acetessigsiure . 
Die Tabelle (S. 120 und 121) enthalt auSer der Zusammensetzung 
der verabreichten Nahrung und der damit zugefiihrten Kalorien 
alle bei der Harnuntersuchung ermittelten Werte. 


') Vgl. unsere voraustehende Mitteilung iiber ,,Alkaptonurie bei mini- 
maler EiweiBzufuhr“. 
*) Diese Zs. Bd, 181, S. 199 (1929). 

















Alkaptonurie und Kohlehydratentziehung. 93 


Der Quotient — 
normaler gemischter Kost durch 5 Tage bestimmt worden war 
und zwischen 43,5 und 52 schwankte, sich jedoch meist zwischen 
43 und 47 bewegte, blieb im Gegensatz zu den Beobachtungen 
von Katsch auch an den Tagen, an denen durch Kohle- 
hydratentziehung eine starke Acetonurie aufgetreten 
war, innerhalb enger Grenzen konstant. Kin Absinken 
der Homogentisinsiureausscheidung trat trotz starker Aceton- 
ausscheidung nicht ein. Wir glauben deshalb, daB die weit- 
gehenden SchluBfolgerungen, die Katsch besonders aus seinen 
Beobachtungen an einem Alkaptonuriker bei Kohlehydratentzug 
iiber den Abbau der aromatischen Aminosiuren zieht, um aus 
diesem einen Fall eine Theorie abzuleiten, doch noch nicht ge- 
niigend experimentell gestiitzt sind, um sie verallgemeinern zu 
kénnen. Zur Erklarung seiner Beobachtungen besteht wohl auch 
die Méglichkeit, daB es verschiedene Gruppen von Alkapton- 
urikern gibt, teils mit total gestérter, teils mit nur verminderter 
Abbaufahigkeit fiir Phenylalanin und Tyrosin. 


, der bei der Frau schon vorher bei 


Zusammenfassung. 


Ks wird an einem Fall von Alkaptonurie bei einer 25jiihrigen, 
sonst gesunden Frau gezeigt, daB die durch Kohlehydratentziehung 
aus der Nahrung hervorgerufene Acetonurie keinen KinfluB auf 
die GréBe der Homogentisinsiureausscheidung hat. Diese Fest- 
stellung steht im Gegensatz zu einer Beobachtung, die G. Katsch 
allerdings an einem kindlichen Alkaptonuriker gemacht hatte und 
wobei er im Zustande der Acetoniimie (hervorgerufen durch Kohle- 
hydratentzug oder Fieber) die Homogentisinsiiureausscheidung be- 
trichtlich absinken und sogar verschwinden sah. Die vorliegen- 
den Versuchsergebnisse lassen sich mit der von ihm aufgestellten 
Theorie eines Zusammenhanges zwischen Alkapton- und Aceton- 
ausscheidung nicht in Kinklang bringen. ' 
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Uber die Purinbasenausscheidung im Harn bei der 
chronischen myeloischen Leukamie. 
Von 


H. Teitge. 


Aus dem Physiologisch-chemischen institu! der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1929.) 


Die Untersuchung der Purinbasenausscheidung im Harn is! 
seit den Arbeiten von Salomon!) und Kriiger vernachlissigt 
worden. Man hat sich wohl mit dem quantitativen Verhiltnis 
der Ausscheidung beschiftigt und zahlreiche Analysen auf Grund 
einer bequemen Methode ausgefithrt, die nicht immer einwand- 
freie Resultate liefert.*) Man beschriinkte sich darauf, die Purin- 
basen, die nach Salkowskis Untersuchungen mit 8—10°/, an 
dem Harnstickstoff beteiligt sein sollen, aus letzterem zu errechnen; 
was aber qualitativ in der aus dem N-Gehalt errechneten Menge 
vorhanden war, das hat fast niemand untersucht. DaB unsere 
Ansichten iiber den Purinbasenhaushalt noch nicht als gesichert 
gelten kénnen, zeigen die Untersuchungen Lethaus?), der am 
hiesigen Institut im Hundeharn reichlich Adenin fand, ein Befund, 
der mit unserer derzeitigen Purinfermenttheorie nicht im Ein- 
klang steht. 

Mir standen nun 100 Liter Harn zur Verfiigung von einer 
Patientin, die an einer chronischen myeloischen Leukimie litt. 
Uber den Purinstoffwechsel solcher Patienten ist schon viel 
gveschrieben worden, exakte Untersuchungen iiber die Art der 
mit dem Harn ausgeschiedenen Purinbasen liegen aber nur wenize 
vor, eigentlich nur die alten Ergebnisse von Kriger u. Salomon. 

Die 100 Liter Harn wurden auf dem Wasserbad eingeengt. 
Der beim Einengen entstandene Bodensatz wurde mit Salzsiure 
und Natronlauge ausgezogen. Der mittels Natronlauge entstandene 
Auszug wurde mit Salzsiiure bis zur sauren Reaktion versetzt 
und von dem Niederschlag abfiltriert. Beide jetzt salzsauren 
Ausziige wurden vereinigt und, mit Ammoniak im Uberschut 


') Salomon, Diese Zs. Bd. 11, S. 410 (1887). 


3. 223 (1921 


*) Steudel u. Sung Cheng Chon, Diese Zs. Bd. 116, S. 
') Lethaus, Diese Zs. Bd. 183, S. 98 (1929). 
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versetzt, 24 Stunden stehen gelassen. Der entstandene Boden- 
satz wurde abfiltriert und verworfen. Die beim Einengen fliissig 
gebliebene Harnfraktion blieb ebentalls 24 Stunden mit Ammoniak 
im UberschuB versetzt stehen und wurde von dem Niederschlag 
abfiltriert. Der Niederschlag wurde verworfen, da er nichts mit 
ammoniakalischer Silbernitratlésung Fiallbares enthielt. Die beiden 
ammoniakalischen Filtrate aus der fliissigen Harnfraktion und dem 
Auszuge des Bodensatzes des Harns wurden vereinigt und mit 
ammoniakalischer Silbernitratlésung vollig ausgefillt. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert und in gelinder Wirme in Salpetersiiure 
gelést und filtriert. Das klare Filtrat wurde mit Ammoniak bis 
zur alkalischen Reaktion versetzt und durch Zugabe von ammoniak. 
Silbernitratlésung vollig ausgeiillt, abfiltriert und salpetersiiuretrei 
gewaschen. Der Filterriickstand wurde in der Wirme mit Salz- 
siiure vollig zersetzt und von dem Chlorsilber abfiltriert. Das 
Filtrat wurde mit Wasser und Alkohol mehrfach zur vdlligen 
Verjagung der Salzsiure auf dem Wasserbad eingedampft, zum 
SchluB jedesmal bei niederer Temperatur. 

So erhielt ich einen Riickstand von etwa 4,5 g, von dem 
3.77 g freie Purinbasen der ,.Xanthinfraktion“ und etwa 0,75 ¢g 
Purinbasenchloride der ,,Hypoxanthinfraktion“ waren. 

Die Léslichkeitsverhaltnisse dieses Riickstandes im Wasser 
entsprachen nicht denjenigen der gewohnlich im Urin vorkom- 
menden Purinbasen. Mit wenigen Kubikzentimetern kaltem Wasser 
wurde der Riickstand zweimal ausgezogen, da die klassische 
Trennungs- und Aufteilungsmethode nach Kriiger und Salomon?) 
Schwierigkeiten bereitete. Es entstand so eine feste ,Xanthin- 
fraktion“ von 3,77g und eine fliissige ,,Hypoxanthinfraktion*. 

Die Xanthinfraktion wurde in der Wirme in 60 ccm 
3,3°/, salzsiurefreier Natronlauge gelést und heii abgenutscht. 
Ks fielen in der Kiilte weiBe Krystallblattchen aus, die mit Tier- 
kohle aus heiBem Wasser umgefillt wurden. Die Krystalle zeigten 
Doppelbrechung, und zwar bildete die Ausléschrichtung mit den 
langeren Seiten der Krystallvierecke Winkel von 14,6 und 75,4°, 
wie das bei Heteroxanthin-Natrium der Fall ist. Aus heiBer 
Natronlauge umgefallt bildeten sich tiber 1 cm lange Krystalle, 
die im Schwefelsiureexsikkator verwitterten. Ihr Gewicht betrug 
lufttrocken 2,3 g. Die Bestimmung der lufttrockenen Substanz 
nach Mikrokjeldahl ergab: 


1) Salomon, Diese Zs. Bd. 11, S. 410 (1887). 
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3,58 mg Substanz verbrauchen 5,48 n/100-H,SO, = 21,45°/, N. 
2,85 mg " . 4,32 n/100-H,SO, = 21,32°/, N. 


Heteroxanthin—Natrium (C,H,;,NaN,O,, 4H,O) enthiilt 21,54°/, N. 


Ks liegt also reines Heteroxanthin-Natrium vor. In 2,3 ¢ 
Heteroxanthin-Natrium (C,H,NaN,O,, 4H,O) sind 1,46 g Hetero- 
xanthin (C,H,N,O,CH,) enthalten. 

Die natronhaltige Mutterlauge, die von dem Heteroxanthin- 
Natrium abfiltriert wurde, wurde auf 60° erwarmt, in ein Gemisch 
aus 20ccm konz. Salpetersiure und 20 ccm Wasser langsam unter 
Riihren eingetragen und eisgekiihlt 24 Stunden stehen gelassen. 
Xanthinnitrat fiel nicht aus. Durch Silberfallung und Zersetzung, 
wie oben beschrieben, stellte ich wieder reine Purinbasenchloride 
her. Durch Eindampfen mit Wasser und Alkohol erhielt ich 
einen Riickstand von goldgelben freien Purinbasen. Er wurde 
in gelinder Wirme in wenig Salpetersiure gelést. Die nach 
24 stiindigem Stehen ausfallenden Krystalle wurden abfiltriert, in 
heiBem Wasser gelést und mit einem UberschuB von Ammoniak 
eingeengt. Beim Erkalten fielen zunichst weiBe, dann gelbe 
Krystalle aus, deren Bestimmung nach Mikrokjeldahl ergab, dab 
es sich noch um unreine Substanzen handelte. Die weiben 
Krystalle ergaben einen Stickstoffgehalt von 50,25°/, im Durch- 
schnitt, der etwa dem des Adenins mit 51,85°/, entsprach. Die 
gelben Krystalle hatten einen Stickstoffgehalt von etwa 32,5°/, 
der dem Stickstoffgehalt eines einfach methylierten Xanthins mit 
33,738°/, am niichsten kam. Die Krystalle wurden in Schwefel- 
siure gelist, eingeengt und 48 Stunden im Exsikkator stehen 
gelassen. Ks fielen bis zu '/, cm lange weiBe, zu Biischeln 
geordnete Nadeln aus, die abfiltriert und mit Alkohol ausgewascheu 
wurden. Lufttrocken betrug ihr Gewicht 54,9mg. Die Bestimmung 
der bei 125° getrockneten Substanz ergab: 

1,665 mg Substanz verbrauchen 2,83 n/100-H,SO, N-Gehalt 23,81°/). 
2,59 mg e m 4,4 n/100-H,SO, N-Gehalt 23,80°,,. 

Ks enthilt Guaninsulfat 28,15°/,, Adeninsulfat 38,04°/,, 
Xanthinsulfat 22,34°/, und Hypoxanthinsulfat 23,92°/,N. Es handelte 
sich also um Hypoxanthinsulfat, da Sulfate von Methylxanthinen 
wegen ihres noch niedrigeren Stickstofigehaltes als Xanthinsulfat 
nicht in Frage kamen. Die erste Bestimmung der noch unreinen 
weiBen Krystalle hatte einen weit héheren Stickstoffgehalt ergeben, 
der mit dem des Adenins fast iibereinstimmte. Es ist offenbar, 
daB durch die Behandlung und Einengung mit der fast konzen- 
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trierten H,SO, das Hypoxanthin aus dem Adenin durch Desami- 
dierung hervorging. Da uns die Aufteilung der Purinbasen nach 
Salomon miBlang und wir den Riickstand daher nur mit wenig 
kaltem Wasser auszogen, ist es erklirlich, daB das schwerer als 
Hypoxanthinchlorid lésliche Adeninchlorid sich nicht léste und 
in der Xanthinfraktion blieb. In krystallwasserhaltigem Hypo- 
xanthinsulfat sind 53,95°/, Hypoxanthin enthalten. In 54,9 mg 
C,H,N,O, H,SO,, H,O also 29,62 mg C,H,N,O. Diese 29,62 mg 
Hypoxanthin entstanden durch Desamidierung aus Adenin, das 
mithin 29,4 mg betragen haben mub. 

Die von dem Hypoxanthinsulfat abfiltrierte schwefelsiure- 
haltige Mutterlauge wurde mit ammoniakalischer Silbernitratlésung 
ausgefallt, der Niederschlag mit Salzsiiure zersetzt und zur 
Trockene eingeengt. Der gelbe Riickstand wurde aus heibem 
Wasser umgefallt. Es bildet sich ein Niederschlag von atlas- 
glinzenden gelblichen Krystallblittchen, deren Gewicht 12,4 mg 
betrug. Die Bestimmung nach Mikrokjeldahl ergab: 

1,63 mg Substanz verbrauchen 3,9 n 100-H,SO, N-Gehalt 33,52” 5. 
2,615 mg e +s 6,25 n/100-H,SO, N-Gehalt 33,48 ° 9. 

Die glinzenden Krystalle glichen denen von 1-Methylxanthin 
aus der Sammlung. Der Stickstoffgehalt von C,H,N,O,CH, betrigt 
33,73°/,. Es liegt also 1-Methylxanthin vor. 

Die salpeterséurehaltige Mutterlauge, die durch das Lésen 
des goldgelben Riickstandes in HNO, und Abtiltrieren von den 
entstandenen Krystallen entstanden war, wurde mit Ammoni:k 
zur Trockne eingeengt. Der gelbe Riickstand wurde in Salzsiiure 
gelést und nochmals mit Ammoniak eingeengt. Der gelbe Nieder- 
schlag wurde aus heibem Wasser umgefillt. Es fielen stark 
clanzende Krystallblattchen aus, deren Gewicht lufttrocken und 
nach Trocknen bei 130° 186,2 mg betrug. Sie waren krystall- 
wasserfrei. Die Bestimmungen nach Mikrokjeldahl ergaben: 

2,12 mg Substanz verbrauchen 5,08 n/100-H,SO, N-Gehalt 33,57° ). 

1,99 mg - . 4,8 n/100-H,SO, N-Gehalt 33,79°/,. 


Die Krystalle glichen bei einer Vergleichsprobe der Sammlung 
denen von 1-Methylxanthin, das 33,73°/, N enthilt. Es handelt 
sich also um 1-Methylxanthin. Mit den oben gewonnenen Krystallen 
von 12,4 mg erhielt ich also 198,6 mg 1-Methylxanthin. 

Ubrig blieb ein Rest von 18 mg, der nicht genau bestimmt 
werden konnte, da er nicht ganz rein war. [ie Bestimmung 
nach Mikrokjeldahl ergab: 
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2,895 mg Substanz verbrauchen 3,71 n/100-H,SO, N-Gehalt 30,44°,,. 
2,61 mg ’9 . 3,84 n/100-H,SO, N-Gehalt 33,06°/,. 

Ks handelt sich offenbar um ein unreines Methylxanthin, am 
ehesten wohl um 1-Methylxanthin. 

Die Hypoxanthinfraktion wurde mit Pikrinsiure versetzt, 
um vorhandenes Adenin als Pikrat zu fillen. Es fiel ein Nieder-. 
schlag aus, der bei 130° getrocknet wurde. Sein Gewicht betrug 
200 mg, bei 235° schwirzte sich die Substanz und schmolz bei 
250°. Adeninpikrat lag mithin nicht vor. Das Pikrat wurde in 
Salzsiiure gelést, durch Ausithern von der Pikrinsiure befreit 
und mit Ammoniak und ammoniakalischer Silbernitratlésung aus- 
gefillt; der salpetersiiurefrei gewaschene Niederschlag wurde mit 
H,S zerlegt, abfiltriert und zur Trockene eingeengt. Menge 129,8 mg. 
Aus einem reinen Purinpikrat kénnen nach der Berechnung nicht 
soviel Purinbasen frei werden, aus 200 mg Paraxanthinpikrat 
z. B. nur 84,26 mg Paraxanthin. Paraxanthinpikrat zerfallt aber 
beim Nachwaschen mit Wasser. In unserem Fall erklirt sich 
die anscheinend zu groBe Menge an Purinbasen so, daB durch 
Auswaschen mit Wasser neben dem Purinpikrat freies Purin 
entstanden war. Zu dem Trockenriickstand wurde Salzsiure ge- 
geben, weitgehend dieser fast zur ‘l'rockene eingeengt und die 
ausfallenden Ixrystallplatten abgenutscht. Das Gewicht betrug 
lufttrocken 113,83 mg. Mit wenig Salzsiure und Alkohol wurden 
nun die Krystalle ausgewaschen, wobei sie sich gréBtenteils 
lésten. Der voéllig wei& aussehende Rest wurde bei 115° ge- 
trocknet und bestimmt. 

2,10 mg Substanz verbrauchen 3,84 n/100-H,SO, = 25,62°/, N. 

2,425 mg ™ . 4,4 n/100-H,SO, = 25,42°/, N. 

Im krystallwasserfreien Paraxanthinchlorid sind 25,87°/, N 
enthalten. Es handelt sich also um Paraxanthinchlorid. Zum 
Keweis wurde noch die Mutterlauge der Krystalle, die durch das 
Auswaschen mit Wasser und Alkohol entstanden war, zur 'Trockene 
eingeengt und mit Il ccm 10°/, NaOH versetzt. Es fielen im 
polarisierten Licht doppelbrechende Krystalle aus, die auch dem 
Aussehen nach Paraxanthinnatriumkrystalle waren. 

Durch die Pikrinsiiure war also Paraxanthinpikrat gefiallt 
worden, das durch das Nachwaschen mit Wasser sofort wieder 
teilweise zerlegt worden war. Es war mindestens 129,8 mg 
Paraxanthin vorhanden, wie der erste Trockenriickstand anzeigte, 
der durch das Ausithern der Pikrinsiiure entstanden war. 

Die Mutterlauge, die von den mit Pikrinsiure gefillten 
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Niederschligen abfiltriert worden war, wurde von der Pikrinsiiure 
durch Ausithern betireit, mit Ammoniak und ammoniakalischer 
Silbernitratlésung gefallt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Das vom Schwefelsilber abfiltrierte Filtrat wurde weitgehend 
eingeengt und eine Nacht stehen gelassen. Ks bildete sich ein 
hellgelber Niederschlag, der abfiltriert wurde. Nach Trocknen 
bei 130° betrug das Gewicht 32,8 mg. Die Bestimmung nach 
Mikrokjeldahl ergab: 

2,39 mg Substanz verbrauchen 7,00 n/100-H,SO, - 41,038°/, N. 

2,54 mg ‘i is 7,45 n/100-H,SO, -- 41,09°/, N. 

Hypoxantiin enthilt 41,18°/) N. 

Ks handelte sich um freies Hypoxanthin. Die vom Hypo- 
xanthin abfiltrierte Mutterlauge wurde vodllig zur Trockene ein- 
geengt. Der Trockenriickstand betrug nach Trocknen bei 130° 
570 mg. Er wurde in der Wiirme in 20 cem 10°/, HNO, vdllig 
gelést. In 24 Stunden setzte sich ein Bodensatz von groben 
rechtwinkligen Krystallen ab, dessen Gewicht bei 130° getrocknet 
nur 11,9 mg betrug. Es handelte sich dem Aussehen nach um 
Hypoxanthinnitrat. Auch entsteht nach der klassischen Salomon- 
schen Vorschrift bei einem solchen Arbeitsgang nur ein Nieder- 
schlag von Hypoxanthinnitrat. 11,9 mg Nitrat enthalten 8,13 mg 
Hypoxanthin. Da das Nitrat nicht nach der Methode des Mikro- 
kjeldahl bestimmt werden kann, wurde es mit Silber gefallt, der 
Niederschlag mit HCl zersetzt und weitgehend eingeengt. Ks 
bildeten sich die fiir Hypoxanthinchlorid typischen Nadeln und 
Prismen. Zur Bestimmung nach Mikrokjeldahl reichte die Sub- 
stanz nicht mehr. 

Die salpetersaure Mutterlauge, die von Hypoxanthinnitrat 
abfiltriert worden war, wurde mit Silber ausgefillt, salpetersiiure- 
frei gewaschen, mit H,S zerlegt und das vom Schwefelsilber 
abfiltrierte Filtrat zur T'rockene eingeengt. Menge nach Trocknen 
bei 180° 548mg. Der Riickstand wurde in 8,2 ccm 10°/,-NaOH 
gelést und 24 Stunden in Eisschrank stehen gelassen. Hs fielen 
lange, schmale, rechtwinklige Krystalle aus, die zu_ Biische!n 
geordnet waren. Sie zeigten Doppelbrechung im_ polarisierten 
Licht. Aus heiBem Wasser mit Tierkohle umgefillt betrug die 
Menge nach Trocknen bei 120° 49,8 mg. Die Bestimmung nach 
Mikrokjeldahl ergab: 

2,965 mg Substanz verbrauchen 5,87 n/100-H,SO, N-Gehalt 27,74 °/,. 
1,79 mg “ “ 8,51 n/100-H,SO, N-Gehalt 27,33°/,. 

Krystallwasserfreies Paraxanthin-Na enthialt 27,72°/, N. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXVI 3 
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Ks handelt sich um Paraxanthinnatrium. In 49,8 mg Para- 
xanthin-Na sind 44,4 Paraxanthin enthalten. 

Die natronhaltige Mutterlauge wurde mit Essigsiiure neutra- 
lisiert und fast ganz eingeengt. In der Kiilte fiel ein Krystall- 
brei aus, der gréBtenteils aus Natriumacetat bestand. Mit wenigen 
T'ropfen Wasser léste sich die Mehrheit des Niederschlages, ins- 
besondere alles Natriumacetat. Der Riickstand wurde abfiltriert. 
Die Menge betrug lufttrocken 90,2 mg, nach 'Il'rocknen bei 130° 
80,5 mg, Abnahme 10,75°/,. Die Stickstoffbestimmung ergal 
Werte um 27,5°/,. Da der Wert mit dem keiner bekannten 
Purinbase iibereinstimmt, wurde angenommen, die Substanz sei 
noch nicht rein. Die schwach gelbliche Substanz wurde mit 
Tierkohle aufgekocht, abfiltriert und eingeengt. Es fiel ein 
kreidiger weiber Bodensatz aus, der in kaltem Wasser schwer 
léslich war. Die Bestimmungen der bei 130° getrockneten Sub- 
stanz nach Mikrokjeldabl ergaben die gleichen Werte wie vor 
der Umfillung: 

1,16 mg Substanz verbrauchen 2,31 n/!00-H,SO, N-Gehalt 27,9 °/,. 
1,025 mg ” o 1,96 n/100-H,SO, N-Gehalt 27,41 °/,. 

Da der Stickstoffgehalt mit keiner der erwarteten Purinbasen 
iibereinstimmte, so léste ich die Substanz in Natronlauge in der 
Annahme, ein unreines Methylxanthin vor mir zu haben. Es 
zeigte sich, da der weiBe kreidige Niederschlag ein Methyl- 
xanthin nicht sein konnte, da er mit NaOH keinerlei Krystail- 
niederschlag ergab. Wenn auch in neuerer Zeit abgestritten 
worden ist, dab Pentoside im Menschenharn vorkiimen, lieB das 
Aussehen und vor allem die Stickstofibestimmung an Carnin 
(C,,H,,O,N,) denken, das 27,72°/, N enthalt. Der Stickstof{gehalt 
des Carnins stimmt also gut mit unseren Analysen iiberein. Schon 
Salomon!) fand im leukiimischen Harn Carnin, Pouchet?) auch 
in dem gesunder Menschen. Doch war damals noch nicht bekannt, 
da®B Carnin ein iiquimolares Gemisch aus Inosin und Hypoxanthin 
(Haiser) ist. Oben hatte ich nun ja die kreidigweiBe Substanz in 
NaOH gelist. Um sie wieder rein zu erhalten, fillte ich erneut 
mit ammoniakalischer Silbernitratlésung, zersetzte mit HC] und 
tiltrierte. Das klare Filtrat kochte ich kurze Zeit mit konz. 
Salzsiiure und stellte dann die Orcin- und Phloroglucinprobe au, 
die beide eindeutig positiv ausfielen. Die Substanz enthielt also 
eine Pentose. Hiermit ist die Beweiskette geschlossen, dab die 


1) Salomon, Diese Zs. Bd. 18, S. 211 (1894). 
*) Pouchet zitiert nach Thierfelder, Handbuch d. ph. Chem. 
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kreidig weiBe Substanz Carnin war und das Carnin im Menschen- 
harn vorkommt. 

Die natronhaltige Mutterlauge, die durch das Abnutschen 
des Carnins entstanden war, wurde mit Silber gefillt, mit H,S 
zerlegt und vom Schwefelsilber abtiltriert zur Trockene eingeengt. 
Nach T'rrocknen bei 120° betrug die Menge 367 mg. Die Sub- 
stanz wurde aus heiBem H,O umgefallt, ein geringer Filterriick- 
stand wurde verworfen. Die Bestimmung des zur Trockene ein- 
geengten Filtrates ergab: 

1,785 mg Substanz verbrauchen 4,00 n/100-H,SO, N-Gehalt 31,57°),. 
2,09 mg - - 4,76 n/100-H,SO, N-Gebalt 31,18°),. 

In NaOH gelést fielen die gleichen Paraxanthinnatrium- 
Krystalle wie oben aus. 

Paraxanthin enthilt 31,11°/, N. Es lag also Paraxanthin vor, 

Zusammenfassend laBt sich sagen, da’ aus den 3,77 ¢ der 
Xanthintraktion 1,47¢ Heteroxanthin, 0,0294 g Adenin, 0,1986 ¢ 
|-Methylxanthin und ein Rest von 0,018 gewonnen wurde. Ks 
singen bei der Behandlung also 2g von der Xanthinfraktion 
verloren. Der gréBere Teil dieses Verlustes trifit keine Purin- 
basen, da wiederholt im Laufe der Verarbeitung Verunreinigungen 
verworfen werden konnten, die sich bei der ersten Wigung in 
Xanthinfraktion noch befunden hatten. Hs gelang nicht Xanthin 
zu isolieren, das vielleicht véllig in dem Harn gefehlt hat. Aus 
der Hypoxanthintraktion wurden 541 mg Paraxanthin, 41,0 mg 
Hypoxanthin und 80,5 mg Carnin gewonnen. Es gingen also 
60—80 mg Substanz verloren. 

Kine Gegeniiberstellung zeigt am besten das Ergebnis. {1 
100 Liter Harn sind enthalten: 











Nach Kriigeru.Salomon')| [y ynserem Falle: 
Bei Ge- Bei Leu- Bei mnyeloischer 
sunden kiimikern Leukiimic 
Xanthin. . . 0,13 0,26 ? 
Heteroxanthin | 0,075—0,1 0,24 1,47 
1-Methy!xanthin ? ? 0, 1986 
Paraxanthin —. 0,125 0) O541 
Carnin . . . ().28 0,080 
Adenin . .. 0,03 
Hypoxanthin , 0,041 
') Diese Zs. Bd. 21, S. 169 (1895 96); Bd. 11, 8. 412 (1887); Bd. 18, 8. 211 


(1894); Chem. Ber. Bd. 18, S. 3407 (1885). 


9° 
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Auffallend ist die hohe Methylxanthinausscheidung, die 2,2 ¢ 
betragen hat. AuBer den 0,08 g Carnin erhielt ich nur 0,071 ¢ 
Adenin und Hypoxanthin. 

Kins steht fest, daB in unserem Falle nur verschwindend 
wenig nicht-methylierte Purine ausgeschieden wurden. Bei der 
tiblichen Methode 8—10°/, des Stickstoffgehalts des Harns als 
den Purinbasenanteil anzusehen (Salkowski), waren in diesem 
Falle also grobe Fehler unterlaufen'), da die Methylxanthine als 
endogen angesehen worden wiiren. 

Die starke Methylxanthinausscheidung legte den Gedanken 
nahe, das die Patientin eine starke Kaffeetrinkerin gewesen wiire. 
Durch die Anverwandten konnte ich nachtriglich feststellen, dag 
sie tiglich 11/, Lot Kaffee getrunken hatte, in der ganzen Zeit 
des Urinsammelns also etwa 2 kg. 2 kg Kaffee enthalten 2s ¢ 
Koffein. Das Koffein kann nach Kriger?*) bis zu 40°/, ent- 
methyliert als Methylxanthin im Harn erscheinen. 

Aus 28,0 g Koffein hiitten also bis zu 11,2 g Methylxanthin 
entstehen kénnen. 

Dab bei der Leukaimie sich 6fters eine besonders hohe 
Methylxanthinausscheidung findet, zeigen uns iltere Arbeiten z. }. 
die von Salomon. 

Theoretisch wichtig erscheint uns auch die Bestitigung des 
Vorkommens von Carnin im Menschenharn. Wir erhielten es, 
indem wir die das Carnin enthaltene Natronlauge mit Essigsiiure 
iibersiittigten, bis zur Trockene einengten und mit wenigen 
‘Tropfen Wasser das entstandene Natriumacetat verfliissigten. bei 
diesem Arbeitsgang blieb das Carnin ungelést, wihrend sich das 
verunreinigende Paraxanthin mitléste. 


') Steudel u. Sung Chen Chon, Diese Zs. Bd. 116, S, 223 (1921). 
*) Kriiger, Diese Zs. Bd. 32, S. 104 (1901). 


















Molekiilverbindungen zwischen Diketopiperazin 
und einigen Schwermetallen. 


Von 


Tei-ichi Asahina und Tsurumatsu Dono. 


(Aus den chemischen und botanischen Instituten der Kais. Universitit Tokio.) 


(Der Redaktion zugegangeu am 17. Oktober 1929.) 
Bes 


Ein wichtiges Kapitel in der Chemie der Proteine bildet 
die Erforschung des Verhaltens derselben gegen Neutralsalze, 
wortiber schon zahlreiche Untersuchungen von _ verschiedenen 
Forschern vorliegen. 

Zur Aufklirung dieser verwickelten Frage stellten P. Pfeiffer!) 
und seine Mitarbeiter Modellversuche an und untersuchten die 
gegenseitige Wirkung zwischen Substanzen, die die EiweiBstoffe 
aufbauen, zB. Aminosiuren, Polypeptide und Diketopiperazine 
und einigen einfachen organischen Neutralsalzen wie Alkali- und 
Erdalkalisalze. Sie erhielten dabei Molekiilverbindungen zwischen 
Diketopiperazin und LiCl, CaCl,, LiBr und Cabr,. Beriicksichtigt 
man nun die Rolle, die die Diketopiperazine in der KiweiBchemie 
spielen, und zugleich die Resultate der eben genannten Unter- 
suchungen Pfeiffers, so sollte man wohl annehmen, daB solchen 
Molekiilverbindungen eine wichtige Bedeutung fiir die Aufklirung 
des betreffenden Problems zukomint. 

Aus diesem Grunde haben wir schon einige Molekiilverbin- 
dungen zwischen Diketopiperazin und Kupferhalogeniden und 
Silbernitrat dargestellt um uns somit ein Modell fiir die Kiweib- 
Schwermetallsalzverbindungen zu verschaffen. Zur Erweiterung 
unserer friiheren Beobachtungen werden wir nachstehend die 
Molekiilverbindungen zwischen Diketopiperazin und Hg(l,, UO,Cl,, 


LO,(NO,), und CdCl, beschreiben. 


') P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen, 8. 136—143 (1927). 
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Beschreibung der Versuche. 
Glycinanhydrid—Sublimat C,H,N,0,, 2HgCl,. 

Man bringt eine heiBe Lésung von Glycinanhydrid (0,5 ¢ in 
20 ccm Wasser) mit einer Lésung von Sublimat (5 g in 20 ccm) 
zusammen, erwarmt kurze Zeit auf dem Wasserbade und likt 
dann erkalten. Aus dem Gemisch scheiden sich weife Krystalle 
allmihlich ab. Nach dem Stehen iiber Nacht wurden die Krystalle 
abgenutscht, mit wenig Alkohol gewaschen und an der Luft 
getrocknet. Ausbeute 2g (70°/, der auf Glycinanhydrid berechneten 
Menge). Die Substanz ist léslich in Wasser, dagegen kaum lis- 
lich in den meisten organischen Lésungsmitteln. Bei lingerem 
Suspendieren in Wasser erleidet sie eine ziemlich weitgehende 
Zersetzung in ihre Komponenten, besonders schnell bei erhéhter 
Temperatur. Aus der Molekiilverbindung heB sich das Glycin- 
anhydrid teilweise unverindert zuriickgewinnen und durch krystallo- 
graphische Untersuchung, Sasaki-Reaktion usw. identifizieren. 

Analyse (1,79 mg verbrauchten nach Kjeldahlidigestion 2,21 cem 1,70 n 
HCl, also N gef. 24,7°/,; ber. 24,6 °/,). 

Analyse. 

(Juecksilber: Substanz 0,2280 g, 0,2091 g; HgsS 0,1600 g, 0,1464 g; 
He 60,53°), 60,34°/,; ber. 61,06. 

Chlor: Substanz 0,1255 ¢g; AgCl 0,1092 g; Cl 21,53°/,; ber. 21,58° ,. 


Stickstoff: 
Substanz N, (cem) Temperatur Barometerstand N 
0,2000 g 8,25 21,8°C 758,4 mm 1.63 °/, 
0,2000 g 8,20 22,5° C 760,2 nm 4,61°, 


ber. 4,26°, 


Glycinanhydrid Uranylchlorid C,H,N,0,, U0,Cl,, 1,5 H,0. 

Man list 0,5 g Glycinanhydrid in 10 ccm heiBem Wasser, 
fiigt eine heiBe Lésung von kiiuflichem Uranylchlorid (6g zum 
Teil vertliissigtes Salz in 5ccm Wasser) hinzu, engt das Gemisch 
auf dem Wasserbad bis zur Abscheidung einiger gelblichen Krystill- 
chen ein und liBt dann bei gewohnlicher Temperatur erkalten. 
Die abgenutschten, an der Luft getrockneten Krystalle wogen 
1,6 ¢ (76°), der Theorie). Die Molekiilverbindung ist leuchtend 
gelb, stabil an der Luft und nicht hygroskopisch. Sie ist léslich 
in Wasser unter Spaltung in ihre Komponenten, schwer oder 
nicht lislich in Alkohol, Benzol, Ather usw.; bei laingerer 
Kinwirkung von Alkohol oder Ather wird die Salzkomponente 


weggelist. 
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Analyse: 

Uran: Subst. 0,1040 g, 0,1265 g; U,O, 0,0607 g, 0,0736 g; U 49,50°,, 
49,359; ber. 49,40. 

Chlor: Subst. 0,1418 g, 0,1248 g; AgCl 0,0838 g, 0,0737 g; Cl 14,62° ,, 
14,61°/5; ber. 14,71°o. 

Stickstoff: 


Substanz N, (ccm) ‘Temperatur Barometerstand N 

0,1530 g 7,80 19,0° C 764,9 5,87"), 
0,1516 g 7,60 24,0°C 761,5 5,60° ,, 
0,1505 ¢ 8,00 225° C 757,4 §,95°/, 


ber. 5,81°/, 
Krystallwasser; 


Substanz Verlust bei 110 im Vakuum H,O 
0,1025 g 0,0056 g 5,46°)) 
0,0645 g 0,0036 ¢ 5,58 /, 


ber. 5,60°), 

Beim Fallen von Uran als Ammoniumuranat stellten sich 
Schwierigkeiten ein insofern, als ein ‘leil Uranatniederschlag, 
wegen der Schutzwirkung der organischen Substanz oder vielleicht 
thixotropieiihnlicher Erscheinung, dispergierte und durch das 
Filter lief. Dieser Ubelstand wurde dadurch beseitigt, daB man 
den Niederschlag vorsichtig auf das Filter brachte, und méglichst 
eine Erschiitterung der Fliissigkeit vermied. 


Glycinanhydrid—Uranylnitrat C,H,N,0,, UO,(NO.), . 

Man lést Glycinanhydrid in heigem Wasser (0,5 g in 10 ccm), 
Uranylnitrat in méglichst wenig warmem Wasser (6 g in 5 ccm) 
auf, engt beide Liésungen zusammen auf dem Wasserbade bis 
zur beginnenden Krystallisation ein und lift dann erkalten. Aus- 
beute 1,7 g (77°/, der Theorie). Das Produkt besteht aus griin- 
gelblichen Krystallen und ist léslich in Wasser unter Zersetzung. 
Wie die Chloridverbindung ist es schwer oder nicht lislich in 
den meisten organischen Lisungsmitteln, und zeigt auch iihnliches 
Verhalten gegen Alkohol und Ather. 


Analyse: 


Uran: Subst. 0,1800 g, 0,1300g; U,O, 0,0995 g, 0,0720 g; U 46,88°,, 
46,98°/,; ber. 46,88 °/,. 


Stickstoff: 
Substanz N, (cem) ‘Temperatur Barometerstand N 
0.1435 g 13,5 14,0° C 760,0 min 1i,01%), 
0,1512 g 14,3 17,0" C 764.3 mm 10,98 °/, 


ber. 11,02°/, 
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Glycinanhydrid—Cadmiumchlorid C,H,N,0,, CdCl,. 

Zu einer Lésung von 0,5 g Glycinanhydrid in 10cem warmen 
Wasser wurde eine Lésung von 5g Cadmiumchlorid, in wenig 
Wasser hinzugefiigt, und die Fliissigkeit wie oben eingeengt 
(dabei fiirbte sich die Lisung etwas bliulich). Die abgenutschten 
und an der Luft getrockneten Krystalle wogen 1,17g (90°/, der 
Theorie). Das Produkt ist weiB, nicht hygroskopisch, ldst sich 
in Wasser unter Zersetzung in seine Komponenten und ist unldslich 
in den meisten organischen Lésungsmitteln 

Analyse. 

Cadmium: Gefiillt als Carbonat und gewogen als Oxyd. Subst. 0,1500 g¢, 
0,1300 g, 0,1270 g; CdO 0,0632 g, 0,0528 g, 0,0520 g; Cd 36,88°/,, 35,55°),, 
35,84°/,; ber. 37,81°/. 

Chlor: Subst. 0,1200 g, 0,1200 g; AgCl 0,1160 g, 0,1162 g. Cl 23,88°',, 
23,91°/,; ber. 23,85°/,. 

Stickstoff: 

Substanz N, (cem) Temperatur Barometerstand N 

0,1300 g 10,30 10,5°C 760,2 mm 9,42°/, 

01300 g 10.20 6,5° C 761,3 mm 9,50°/, 
ber. 9,42°), 


Herren Prof. kK. Shibata und Prof. Y. Shibata danken wir 
fiir ihre Anregungen und Ratschliige. 








